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EpsteinNBarrウイ ル ス (E B V) は 成人の 80%以上 が 感染して お り･ 終生B リン パ 球に潜伏感染の 形で持続感染 して い る･
顕 性 感染 で は 初感染時 の 急性感染症 で あ る伝劉生単核症 が広く知 られて い る ･ しか し近年 ･ 血球会食リ ン パ 組織球症
Ole m Ophago cydc bTmphohistio cyto sis, H u) の ような急性重症感染症 や慢性括動性E B V感染症(chr o nic a ctiv eE B V infe ctio n)
と い っ た 慢性感染症, さ ら に鼻咽頭癌, Ho鹿ikin 病, 一 部の 胃痛等 の 悪性疾患な ど様々 な疾患に関与 して い る こ と が 明ら か
とな っ て い る . 現在 これ ら の 疾患 の 検討に よ り, E B V感染細胞 の 遠い や 感染様式の 速い に より, 種々 の E B V関連疾患 の 病態
が決定 され て い る と考えら れ て い る . E B V がコ ー ドす るpoly(封 鎖の ない核内の 小 R N A(E B Ve n c odeds mal1 R N A,E B E R)は ･
あらゆ る E B V感染細胞 に全て の 感染様式 にお い て大量 に発現して い る RN A であり, E B E Rl, E B E R2 の2種類が存在するが そ
の 発 現調節機構 は明 ら か で は な い . し か し現在 , E B E R lを標的 と し た 生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン (拍=汀拍
hybridizatio n,IS =) が , EB V関連疾患 の 診断 に広く利用さ れ て い る ･ 今 回の 検討で は , E B E R lを標的
と したIS H にフ ロ
ー サ イ
トメ トリ ー (flo w cyto m etry, F C M) によ る角琴析を組 み合 わせ た解析法(IS H/F C M) に よりE B V感染細胞 の定量的評価を試 み た･
その 結果, フ ル オ レ ッ セ ン 標識 E B E R l プロ
ー ブ を用い たIS H/F C M に よっ て , 従 来の ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ標鞄 E B E Rl
プロ ー ブ に よ るIS H に比 べ , より定量的な評価 が可能であ っ た ･ しか し, E B E Rl陽性細胞1 %以下の 感染細胞比率の 低 い検体
で の 定量的評価 は現時点で は 困難であ っ た. ま た今回の検討 で は E B E Rl発現の 程度は種 々 の 細胞株に よ っ て 異なり, また 同
一 細胞株 に おい て も蛍光輝度 の分布が幅広く, 個々 の 細胞 にお け る E B E Rl発現量が異な るこ とが 明か とな っ た ･ この こと よ
り , E B E R l発現は , 宿主細胞種 の 違 い や , 個 々 の 細胞 によ り異なる国子 に よ っ て 調節 され て い る こ とが 示唆 され た ･ 本法を
用 い た 臨床検体 の 解析で は, 対照 及び伝染性単核症で は 末梢血中 にE B E Rl陽性細胞 は検出されず , H L H やC A E B V で は容易
に検出できた . し たが っ て E B ER l IS H/F C M に より H L H や CA E BV にお ける感染細胞や感染様式 の モ ニ タ
ー が 比較的容易 に
で き ると考え られ た. ま た本法 は , 他 の E B V関連遺伝子や感染細胞 の 表面抗原 と の多因子解析に より ･ さ ら に簡便 に多く の
情報をもた らす と考え られ た .
Eey w o rds Epstein-Bar rviru S, E B E Rl,in situ hyb ri dizaton,flo w cyto m etry
Epstein-Ba rrウイル ス (Epstein-Barrviru S, E B V) は, 1964年
Epstein とBa rrに より , ア フ
1)カ の 小児 に多発する バ ー キ ッ ト
リ ン パ 腫 培養細胞株中に発見 され た ウ イ ル ス で あ る
1)
. 健康人
で の E B V初感染部位 は咽頭粘膜 上皮 が主 で あ る が , そ の 後 B
リ ン パ 球 に潜伏感染 し, 生涯持続感染 の 状態で そ の 個体内に存
在す る. 全世界 の ほ と ん ど の 成 人が E B V既感染者であり , そ
の 10 ～ 2 0 %で は常時唾液中 に ウ イ ル ス 粒 子 が 分泌 さ れ て い
る2)
. 本邦 で は2 ～ 3才ま で に約70 % が初感染 を受ける が , そ
の 大部分 は不顕性感染 である
3)
. 顕性 感染 と し て代表的なもの
は伝染性単核症(in蝕:tio u s m o n o.n u cle o sis,IM)で あ るが , 最近,
血球貪食 リ ン パ 組織球症 Ole m Ophago cyticlymphohistio cytosis,
H L H) の よ うな急性重症型や慢性活動性 E B V感染症 (chr o nic
activ eEpstein-Bar r viru Sinfe ctio n, C A E B V) の よう な慢性型 な
ど, 多彩 な病態をと る こ とが 知 られ る よう に な っ た - ま た以 前
か ら 知ら れ て い る バ ー キ ッ トリ ン パ 腫 の 佃, 上 咽頭癌
4)
, ホ ジ
キ ン 病5), 一 部の 胃 噺
)
, 胸腺リ ン パ 上 皮腫
7) の
, ナ チ ュ ラ ル
･ キ
ラ ー (n atu ral kille r, N K)白血 病 な どの多くの 悪性疾患に お い て
も E B V が関与 し て い る こ と が 明ら か とな っ て い る . こ れ ら の
疾患 に お ける E B V感染細胞は咽頭 上皮や B リ ン パ 球 の み なら




, そ の 他の 腫瘍細胞 な ど様 々 で あ
る . こ の よう な E B V関連腫瘍性疾患 にお け る ウ イ ル ス の 感染
様式は大部分が潜伏感染であ る が , ウ イ ル ス 遺伝子の 発現 は
E B V関連腫瘍細胞 に よ っ て 異 なり , 潜 伏感染様式 Ⅰ
､ Ⅲ
(1ate n cy I ～ Ⅲ) に 分類 さ れ て い る . 近年, こ れ ら の 疾 患に お
い て 潜伏感染細胞 の み で はなく, ウイ ル ス ゲ ノ ム 複製状態の 初
期 に発現する遺伝子 , B Z L Flを発現 して い る細胞の 存在が示さ
平成11年10月22日受付, 平成12年3月 1日受理
A bbr eviatio n s: B S A,bovin e s e ru malbu min;C AE B V, Chro nic a ctiv eEpstein
-Barrviru Sinftctio n; C TL, CytOtO Xic
T lympho cyte; M FI, m e anfluore sc en c eint n sity;D EP C, diethylpyro c arbo n ate;E B E
R
,
E B Ve n c oded s m all RN A;
E B N A
, EB V dete r min ed n u cle a r a ntigen; F C M, nO W CytO m etry;F C S, fetal c alfs e r u m;
FIT C, flu o r es c ein
8 8
れ腫瘍化 に関与 して い る可能性 が示唆され て い る 11卜 15). こ の よ
う な感染細胞 の 違い や感染様式 の 違 い が , 悪性疾患を含む種々
の E B V関連疾患 に お け る病態形成 に深く関与 して い る と考え
ら れ る . し た が っ て E B V感染症 の 診断お よ び 病態把撞 に は 迅
速か つ 正 確な感染細胞 の 同定 と感染細胞比率の 定量的評価 が必
要であ る.
現在 E B V感染症 の 診断 に は血 清中の ウ イ ル ス 特異的抗体価
の 評価の 他 に, 直接 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の存在を証明す る方法と し
て P C R や生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 (古雅 ざ 血
hybridiz atio n,IS H) な ど が よ く用 い ら れ て い る1
6)17)
. IS H法は
P C R法に 比 べ 感度 は劣る が E B Vの 細胞内局在を明 らか に で き
る点で 優れ て い る . 当初は E B VID N Aの Ba m HIJW 断片 に 相補
的な配列を持ちア イ ソ ト ー プ標 識18ト20)や ビ オチ ン標 識21)22)した
プロ ー ブ を用 い た方法で行なわれ て い たが , こ れ ら の 方法は操
作手順が繁雑 で背景 の 非特異反応 が強 い な どの 短所 が あ っ た .
そ の 後E B V潜伏感染細胞 の潜伏感染様式 Ⅰ ～ Ⅲす べ て に おい
て 発現 して い る遺伝子を標的 と した,｡非 アイ ソ ト
ー プに よ る検
出接が考案 され た . す べ て の 潜伏感染細胞 に発現 して い る 遺伝
子 に は , R N A ポ リ メ ラー ゼ Ⅲで 転写 さ れ E B V がコ ー ドす る
poly(A)鎖 の ない 核内の 小 R N A(E B Ve n c oded s m all R N A,
EBER) が2種類(E B E Rl, E B E R2) と, 6種類 の E B V特異的核内
抗原(E B V dete r min ed n ucle arantige n s, E B N A) の うち , E B V
特異的細胞傷害性 Tリ ン パ 球 の 標 的と な ら ない E B N A l がある .
このうち, 潜伏感染細胞1個あたり106 ～ 107コ ピ ー と大量 に存
在す る E B E R l に相補的な配列をもつ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ標 識D N A プロ ー ブ を用 い たIS H法23)が現在広く行 な わ れ て い
る . この 方法に より組織や 血 液中 の 感染細胞の同定 が行なわ れ
大変有用な方法で ある . し か しIS H シグ ナル の 濃度 は濃 い もの
か ら 薄い もの ま で変化 に富ん で お り, E B E Rの コ ピ ー 数 が 同 じ
組織 や細胞株に お い て 細胞 ごと に 異 なる 可 能性 があり, 完全 に
E B V感染細胞を検出で きて い ない 可 能性 が残 さ れ て い る 24).
ま た P C R法で は E B Vが 潜伏持続感染をき たす ウイ ル ス で あ る
た め , 健常者 で も陽性 になり得 る こと か ら結果 の 解釈に は注意
を要する とい う問題点があ る.
1985年∴ Ⅱa sk ら
2 5)が フ ロ ー サ イ トメ トリ ー (flo w cyto m etry,
F C M) を用 い た , 特異 的 D N A検出 法を報告 し , 19 88年
B du m a mら
2 6)がIS H と F C Mを組 み合 わ せ た , 細 胞 内特異的
m R N Aの検出法を報告して 以来 , 同様 の 方法 に よ る 特異的
DNA や m の 検 出報告が し ば し ば見 られ る 2珊瑚 . こ の 方法 は核
酸量 の客観的な定量的評価 が可能 であり , ま た手技 が簡便であ
る た め繰り返 し行なう ことが で き, 経時的評価法と して も有用
と考えられ る . そ こで こ の 方法を応用し, E BV感染細胞を用 い
て E B E R l-IS Hを行 な い , F C Mに て 解析し感染斉田胞 の 検出を試
み た . さ ら に 急性 E B V感染症 であ る伝染性単核症 , 急性重症
型であ る血球貧食 リ ン パ 組織球症な ら び に E B V持続感染症 に
づ い て 末梢血 リ ン パ 球 の E B E Rl発現を検討し, 本法 の 臨床的
応用 の 可能性 に つ い て考察する .
材 料 と 方 法
Ⅰ . 使用細胞
方法の基礎的検討 の た め , 表1 に示す既存の E B V陽性及 び陰
性細胞株を用 い た . 各細胞 の 由来 は , B 95-8 はマ ー モ セ ッ ト
E BV形質転換 l) ン パ 球 で あり E B V産生 細胞株 であ る . I M 9 は
ヒ ト多発性骨髄腫リ ン パ 芽球 , Daudi はヒ ト バ ー キ ッ トリ ン パ
腫, Jiyoye は ヒ トバ ー キ ッ トリ ン パ 腫, M olt4 はヒ ト急性 リ ン
パ 芽球性白血病, Jurkatは ヒ トT細胞リ ン パ 腫 , K 562 はヒ ト慢
性骨髄性白血病 , E L60 は前骨髄性白血病 , H U T lO2 はヒ ト皮
膚丁細胞 リ ン パ 腫 , K U 812 はヒ ト慢性骨髄性白血病好塩基球を
それ ぞ れ由来とす る細胞株で ある . B 95-8 は北 海道大学医学部
小児科 大石 勉先生 より , H U T lO2 は京都大学 ウイ ル ス 研究
所( 京都)内山 卓先生 より供与を受け た . ま たI M 9, K 5 62,
H L60, K U 812 は 日本痛研究リ サ ー チ ･ リ リ ー ス バ ン ク (東京),
Daudi, Ju rkatは束北大学 ･ 加齢医学研究所 ･ 癌細 胞保存施設
(仙台), M olt4 は 理化学研究所 ジ ー ン バ ン ク ･ 細 胞銀行 (つ く
(f)Jiyoye は Americ an
′
丹pe Cell Colle ctio n社 (Ma n as s as) か ら
そ れ ぞれ細胞を得 た. ま た ヘ パ リ ン加 末梢静脈血を採取 し, フ
ィ コ ー ル ハ イ パ ー ク (Fic olu lypaqu e) 比重遠心法 に て単核球を
分離, P B S に て3回洗浄 した後ヒ ツ ジ赤血球 Eロ ゼ ッ ト法 に よ
り分離 して得た B細胞 に , E B V浮遊液 と して B 95-8 細胞株 の 培
養上清 を加え, 1 0%非働化 ウ シ胎児血清 晩talc alfse ru m, F CS),
2 5m M H E P E S, 2 × 10-5 M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.3
皿g/ml グル タ ミン , 200 U/mlペ ニ シリ ン G, 10m g/ml ゲン タ
マ イ シ ン を含 む R P M I 1640培養液(Gibc o h bo r ato rie s, Gra nd
Island
, 口S朗 に て , 5 % C O
2
, 3 7℃の 条件下 で 約2週間培養 し,
自立 して増殖する細胞株を得た . この よ う に して樹立 した E B V
形質転換 B細胞株Oymphoblastoidc elllin e,L CL)を3株(LC L#
1, L C L# 2, L C L# 3 とす る)用 い た . さ ら に, 金 沢大学医学
部附属病院小児科及び 関連施設 を受診 した 急性 E B V感染症患
者で あるI M 3例 , H L H l例な ら び に慢性 E B V感染症 で あ る
C A E B V患者3例 よりL C L作成時と同様の 手技 に て採取 し分離
した 末梢血単核球お よ び , 抗 C D 16モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (オ ー
ソ ･ ク リ ニ カ ル ダイ ア グ ノ ス テ イ タ ス , 東京), 抗 T C Rγ ∂ 抗
体 (Becton Dickin s o n, Sa nJo s e) にて 標識 した 後, セ ル ･ ソ 一
夕 ー E PI C SR Elite (日 科機, 束京)を用い て 単離 し た特定の リ ン
パ 球亜 群 を解析対象と した .
Ⅰ . プロ ー ブ
E B E Rl に相補的 な配列を持 つ 40塩基長の オ 1) ゴ D N A プロ ー
Table l
. .
Cell lin esUs ed
EBV positiv e E BV n egative
C el1in es c el1 1in es
Produ ctive
B95-8




Tr asfo r m ed
LCL(#1 ～ #3)
is oth iocy an ate;H I 月, he m ophago cyticlym phohistio cytosis;I M,in飴ctio u s m o n on u cle osis;IS H,in situ hybridiz ation;
LC L
,
1ym phoblastoidc ellin e;N K, n atural killer;P N A,PeP也de n u cleic a cid
E B E R lm R N A発現の フ ロ ー サ イ トメ トリ ー 解析
Table2. Sequ en c e ofs en s e andantise ns eprobes
EB E R Ise ns eprobe 5
,
-TC G TCTCAGA CC CT TCTG T G GT G TCTGTG G CAG GAGTG G
EBE Rl an tise ns eprobe 5
,
- AG CAGA G TCTGGG AA G A C A AC CACAGACACCGTC CTC A C C
89
飢u o re s c en c e
micr o s c ope
B 95-8
Fig. 1. E B ERlIS Hof Molt4 仏 and B) and B 95-8(Ca nd D)･ Aa nd Cw e re血dingsbythelightmic ro sc ope, B and D bytheflu o
re sc e n c e
mic ro sc ope(×200).
ブ をア ン チ セ ン ス プ ロ ー プ , 同 じ配列 を持 つ D N Aプ ロ ー ブ を
セ ン ス プ ロ ー ブ と して使用 した . ブ ロ ー プ の 設 定は Kan ega n e
ら29)の 論文を参考 に した. 各 プ ロ ー ブ の 配列は 表2に 示す. プ
ロ ー ブの 合成及び5
,
末端に お ける フ ル オ レ ツ セ ン ･ イ ソ ナ オ シ
ア ン酸 (flu o r e sc ein isothio cyan ate, FI T C) によ る 標識は フ ナ コ
シ株式会社(東京)に委託 した.
Ⅱ . 細胞の固定
1 0 %非働化 ウ シ胎児血清 (fetal c alfs er u m, F C S), 2 5m M
H E P ES, 2 ×10~5 M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.3 m g/ml グル
タ ミ ン , 200 U/mlペ ニ シリ ン G, 10mg/ml ゲン タ マ イ シ ン を
含 むRP M I 1640培養液(Gibco bboratorie s, Gr and Island, U SA)
に て , 5 % C O2, 37 ℃の 条件下で培養 し た培養細胞 は , 0.1 M
P BS(pH 7.2) に て1回洗浄の 後使用した . 臨床検体は患者より
同意の うえ, ヘ パ リ ン 加末梢静脈血を採取 し, 前述の ごとく単
核球を分離 , P B S に て3回洗浄し使用した . それ ぞれ の 細胞を
5 m M H E P ES およ び1%ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを加えた P BS に浮遊
し室温 に て25分間静置した. そ の 後細胞を15 00×gに て3分間
遠心 し上 清 を捨 て , 0.1 % ジエ チ ル ピ ロ カ p ポネ 岬 ト(diethyl
pyr o ca rbo n ate, D E P C) (Sigm aChemical Co ･, St･Lo uis) を 加え た
7 0 %冷 エ タ ノ ー ル に浮遊 し, - 20 ℃に て18時間以 上保存 した .
Ⅳ . IS B
保存検体 は 1500×gに て3分間遠心 し, 上浦を捨 て, ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン マ ス タ
ー ミ ッ ク ス を20′〔Jlず つ 各検体 に加 え
混和 し た. ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン マ ス タ ー ミ ッ ク ス の 組成 は,
4 ×SSC(pH7.0), 5m M リン 酸ナ ト
T)ウ ム 緩衝液 bH 7･0), 50 %
脱イ オ ン 化ホ ル マ ミ ド (ナ カ ラ イ テ ス ク 株式会社,東京), 蒸留
水, お よ びセ ン スま た は ア ン チ セ ン ス プ ロ
ー ブ と した･ ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 反応 は37 ℃の 貯卵器 に て3時間行な っ た . 反
応終了後, 500m g/mlの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e s e r u m
al bu min, B SA) (Sigm aChemical Co.) を加えた1× SS C に細胞 を
浮遊 し, フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー Cytor o nA bs olute (Ortho
Diagn o stic Syste m, 東京)を用 い て E B E Rl陽性細胞の 比率を解
析 した . 個々 の 細胞株お よび検体 にお い て セ ン ス プ ロ
ー プを周
い た 場合の細胞集団, つ まり E B E R l陰性細胞集団の平均蛍光
輝度(mea nflu o r es c enc inte n sity, M FI) が40 M FI となるよ う に
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Fig. 3. Do se･depende n c e of FrrC-1abeledpr obe forIS H/F C M.
′
m e v e rdcala xisindic ate s m ea nfluoresc e n c einte n sity(M FI)
and the horiz o ntal axis de n ote sthe doses ofFIT C-1abeled
pr obepe rlOO/Llofre a cdo nbuffe r. 0, and O,indicateB 95-8
丑uorescen ce obtain edu sing s en seprobe o r antise n s eprobe,
respectively. ロ, and 邑,indicate Da udi fluoresce n c e obtain ed
u s mgs en sepr obe o r antise n s eprobe, re SpeCtiv ety.
陽性細胞 と判定 した. 各細胞株お よ び 検体間の 比較検討 は , 各
細胞株お よ び検体を セ ン ス お よ び び ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を用
い て 測定 した 場合 の E B E Rl陽性細胞集団 と陰性細胞集団の 平
均蛍光輝度 の差 (△ M FI)を用 い て 行な い , △ M FI が 2以 下 の
場合を感度以下 と した . △ MFIの 検定 は W elchの t検定 を 用い
て行な っ た .
成 績
Ⅰ . 方 法の検討
E B V陽性細胞株であ るB 95-8と E B V陰性細胞株であ る Molt4
を用 い てIS H を行ない , その 細胞を遠心 , 洗浄 し, 沈査浮遊液
を作成, そ の うちの 1滴 を ス ラ イ ドグ ラ ス に載せ 観察 した . 園
1 に示す よう に, 光学顕微鏡 によ る 観察で は い ず れ の 細胞も細
胞陰影 が確認され た が , 蛍光顕微鏡 によ る 観察で は , Molt4 に
お い て 蛍光を発す る細胞 は観察 さ れず, 一 方B 95-8 で は明ら か
な蛍光を発する細胞が多数観察 さ れ た . ま た B 95-8 で は個 々 の
細胞 にお け る蛍光輝度 に ば ら つ きが あっ た が , ほ ぼ 全て の 細胞
が 陽性であ る と考え られ た . フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー によ る 解析
で は , M olt4 で はセ ン ス , ア ン チ セ ン ス プ ロ
ー ブを 用い た 場合
の ヒ ス ト グ ラ ム は ほ ぼ 完全 に重 なり , 陰性 ピ ー クを示 した が ,
B 9 ふ8 で は明らか に異 な っ た陽性 ピ ー クを示 した. (図2)
Ⅰ. IS H/F C M の条件設定
プ ロ ー ブ の 量 , 反 応 温 度 , 反 応 後 の 洗浄 回数 な ど の
IS H/F C Mの 至的条件 に つ い て検討 した . ハ イ プ リ ダ イゼ ー シ
ョ ン マ ス タ ー ミ ッ クス 100一り1 に対す るセ ン ス お よ び ア ン チ セ ン
ス プ ロ ー ブ の 量を0.15
′
以l, 0･25′′ノ1, 0･33/∠l, 0.5 ′′ノl, 1.0 ′"1,2.0〃l,
と した場合の M FI の値を縦軸に , プ ロ ー ブ の 量 を横軸 に取 っ た
グ ラ フ を図3 に示す. △ M FI は, プ ロ ー ブ 畳 が 増す と とも に増
E BERlm瓜N A発現の フ ロ ー サ イ トメ トリ ー 解析
4 22 37
Te mper atu re(℃ )
Fig. 4. Deter min atio n ofoptim u mtempe ratu r efo rIS H/F C M･
B95-8 w e r ehybridiz ed fo r3 hr at 4℃, 25℃ o r,3 7℃･ T he
v erticalaxisden otesM FI. □, ヨindic ate M FI data obtain ed
wi thse n sepr obe o r antise n s epr obe,r e $pe Ctiv ely･
No n e 1 2 3
Cycle sofwa sh
Fig. 5. E ffe ct ofc ellw a shing afte rISH r ea ctio n･ Cells w e re
w ashed in w ashingbufEe rfo rindic atednu mbe r ofcycle s, B 95
･
8(罷)a nd Da udi(◎) w e r e u s ed aspo sitiv e c o ntr oIc ells･
K 562(□),Ju rkat(△)a nd M olt4(○)w er e u sed a s n ega也v e
C O ntrOIc ells.
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加 し, 1.0〃l以上で ほ ぼ
一 定と なっ た ･ した が っ て , 以後の 検
討 は ハ イ プリ グイ ゼ ー シ ョ ン マ ス タ ー ミ ッ ク ス 100〃1 に対 しプ
ロ ー ブ量1-0〃l で行な っ た . ISIほ 応温度 は, 文献的 に は37℃
が 一 般 的で あ るた め B 95-8 につ い て4℃, 25℃, 37℃ に つ い て
検 討 し た. 各温度 に お ける M FIの 債を グ ラ フ に 現すと 37℃で
最も△ M FI が高く良好な結果を得られた . (図4)
ハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン 反応終了j乳 500〃1/ml B S Aを含む
1× S S C に て 1臥 2回, 3回の 洗 浄を行な っ た場合 と洗浄を行
なわな い 場合の M FIを比較 し, 洗浄 の 必要性及び方法 に つ い て
検討 した . 検討 した 細胞す べ て にお い て , 洗浄 回数が い ずれ の
場合も △ MFI は ほ ぼ同嘩の億となり, 充分畳 の 1× SS C に浮遊
し解析する こ と により洗浄は不要 であ っ た . (図5)
Ⅱ. 特異性の 検定
E B E Rl-IS H反応 の 特異性を検定する た め各種培養細胞株 に つ
い て検討 し た . 表1 に示す既存 の E B V産生細胞株 (B 95一 郎,
E B V陽性腫瘍細胞株 qM 9, Daudi,Jiyoye), お よ び E B V陰性細
胞株 即01t4,Ju rkat, K 562 H L60, K U 812, H U TlO2), さ ら に独自
で樹立化 し たL C Lの 3株(L C L# 1, L C L#2, L C L#3) に つ い
てIS Hを行な っ た. こ の 結果, △ M FIは 感染 E B V産生絹胞株
であ るB 95_8 で は55. と最も高値, 既存の E B V陽性腫瘍剤胞株
EB V EB V EB V
productiv e po sitiv e n egativ e
LC L
c ellin e 山 m o r 山 m or
celllin es c el11in es
Fig. 6. Expre ssio n of E B E R l in v a riable c ell lin e s･ T he
expressio n of E B E Rl in E B Vn egativ e c ellin e s(Molt4,Ju rkat,
K 562, H L60, H U T lO2a nd K U 812. △ M FIw e rele ssthan 2),
EB Vpr odu ctiv e cell lin e(B 95-8･ △ M F Iw a s5 5･5), E BV
positiv etu m o r cell lin e s(I M 9, Da udia ndJiyoye･ △ M FIwere
40.3, 33.6, and 30.3.) and 3 LCL(L CI應1, L CI･#2a nd L CIj#3･ △
MFIw e re2 9.8,21.5and 18.0.)w a s a nliz ed byIS H/F C M.and
the △ M FIvalu e s w e re co mpar ed.
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で は34.73 ± 5.09(平均値± 標準偏差) と, E B V陰性細胞株 と比
戟 して 有意に高か っ た (P < 0. 1). ま た独自 に樹立化 した L C L
3株も, 全 て が E B E Rl陽性となりそ の 蛍光輝度 は23.1± 6.06 と,
E B V陰性細胞株 と比較 し て優位 に高値であ っ た (P < 0. 1). 既
存の E B V陽性腫瘍細胞株は独自に樹立化 した L C L に比 べ て △
M FI は高値 と な る傾向はあ っ た が, 有意差は なか っ た . E B V陰
性細胞株で は, す べ て の 細胞株で感度以下 で あ っ た . (図6)
ⅠⅤ. 感受性 の 検定
本方法の 感受性を検定す る た め , E B V陽性細胞株 であ る
B 95-8 と E B V陰性細胞株 である M olt4 を種 々 の 割 合で 混合 した
細胞浮遊液を調整 し, 前述 の ご とく固乱 IS Hを行な い , フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー に て解析 した . 図7 に示す よう に ヒ ス トグ ラ














Flu or e sc e n c einte n sity
Fig･ 7･ Detectio n of E B E R l･pO Sitiv e c ellsbyIS H/F C M. B9 5-8
and Molt4 mix edatv ariable ratio s w e rehybridiz ed for3ho u r s
at37℃ and the signal inte n sityfo rE B E Rle xpr e s sio n w a s
an alys ed byflo w cyto m etry. ㈱ , B 95-8 100%, (B), B95-8 50%
and Molt4 50%,(C), B95-8 25%and Molt4 75%, の), B 95-8 12.5%
and Molt4 87･5%, 田), B95-8 6.2%and Molt4 93.8%, (円, B95-8
3･2%a nd Molt4 96･8%, (G), B 95･8 1.6%a nd Molt4 98.4%, 田),
M olt4 100%･ T he per c e ntage of E B E R l-PO Sitiv e c ells with
nu o r e s c e n c eint n sityla rge rtha nlO
l
is sho w nfo r e a ch
histogr am.
陽性細胞 が検出できた . さ ら に各混合比 の 細胞浮遊液 を用い た
場合 の E B E Rl陽性細胞比率を縦軸 に, 実際 の B 95-8混合比率を
横軸 に と っ た グ ラ フ で は ほぼ 比例関係を示 した . 今回の 検討で
は陽性細胞混合比率1.6 %まで は ほ ぼ 正 確 に フ ロ ー サ イ ト メ ー
タ ー に よ る陽性細胞比率の 検出が 可 能で あっ た が , そ れ 以下 の
混合比率で は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 検 出で きず, 本方法で の
検出限界は 1.6 %と考え られ た. (図8)
Ⅴ. ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ標識 E B E R l-IS H法と の比較
図9, 10 に E B V産生細胞株 であ る B 95-8, E B V腫瘍細胞株 で
ある Daudi, 独自 に樹立化 し た LC Lの 1株 , お よ び E B V陰性細
胞株であ る M olt4 につ い て , そ れ ぞれ 本方法 お よ び 従来 の ア ル
カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標識 E B E Rl-IS H法 に て 検討した結果を
示す. い ず れの 細胞 にお い て も EBV 陽性細胞率は本方法 にお
い て やや高値 とな っ た . ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標識 プ ロ ー
ブ を 周い た E B E R l-IS H法 で は各細胞株 に お い て 染色濃度 の 強
度 に差 があり, 同 一 細胞 株 にお い て も個 々 の 細 胞 によ り膿度の
差 が観察され た . IS H/F C M で はこ の ような差 は平均蛍光輝度
の 差, な ら び に ヒ ス ト グ ラム にお ける蛍光輝度分布 の 遠 い と し
て表現 され た.
Ⅵ . 臨床検体の解析
正常対照 と して健康成人10例 , 急性 E B V感染症であ るI M 3
例, E B V感染 に よ る H L H l例, E B V持続感染症3例 (C A E B V
# 1, #2, # 3) に つ い て 本方法 に よ り末梢血単核球の 解析 を
行な っ た . さ ら に C A E B V# 2 につ い て は リ ン パ 球亜 群 にお い
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Fig･8･ Co r r elatio nbetw e e nthe a ctual pe rc e ntage of E B V-
po sitiv e c ells and the E B E Rlpo sitiv e ratio obtain ed byno w
CytO m etry･ T he v e rtic ala xisis the pe r c e ntage of E B E R l
po sitive c e11s･ T hehoriz o ntala xisisthe pe rc e ntage of B9 5-8 in
the cel mixtu re s.
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Fig.9. Expre s sio n of E B E Rl in v ario us c elltypes a sdete cted
byIS H/F C M. Flo w cytom etric a n alysis w aspe rfo r m ed afte r
hyb ridiz ato nwi thse n sepr obe (- - …)o r with antis e n s eprobe
( - )for3hr at37 ℃. (瑚, B 95-8, (B), Daudi, (C), L CL,(D),
M olt4.
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つ い て は 同様 に有意な増加の み ら れ た T C R- γ∂陽性細胞をそ
れぞれセ ル ･ ソ 一 夕 一 にて 単推した細胞を用 い て解析した. 各
疾患 に お ける 末梢血単核球を用 い た 解析結果を図1 1 に示す.
正常対照及びI M例で は , E B E Rl陽性卿包は感度以下であ っ た .
こ れ に対 して , E B V感染症 でも急性重症型であ る H L H例 で は
16.2 % が E B E Rl陽性細胞であり, ヒ ス ト グラ ム に おい て蛍光
Fig. 10. Expr es sio n of E B E Rl in v ario u scell type s a sdetected
byISH with alkalin epho sphata sefo r cyto splI SpeCim ens.
Cytospin spe cim ens w ere hyb ridiz ed for16 hrat37℃. (朗 ,












Flu o resc e n c einte n slty
Fig･ 11･ ISH/FC M a nalysis of clinic al s a mple sfo rE B E Rl
e xpr e s sio n. Flo w cyto me tric a n alysis w a spe rfo r m ed after
hyb ridiz atio n wi thsenseprobe ト ー ー)o rwi thantis e n seprobe
ト ー う for3hr at37℃. 仏), n O r malcontrol(total P B M C),(B),
in鎚ctio u s m o n o n u cleosis(total P BM C),(C), he m ophago cytic
tYmphohistiocyto sis(total P B M C), (D), Chro nic a ctive E B V
infe ctio n(C A E B V)# 1(total P B M C), (E), CA EBV #2(tot al
P BM C),(F), C A E B V #2(sepa rated C D 16posi也ve cells),(G),
C 岨 B V #3 (total PB M C), (H), C A E B V #3(s epa rated T C R-
γ8 po sitive cells).
輝度は E B V腫瘍細胞株よりも低 い もの の , L C L に匹敵す るよ
う な 明 ら か な 陽性細胞が 観察 さ れ た . C A E B V例 で は , 1例
(C A E B V#3) は ヒ ス ト グ ラム 上 , E B V産生細胞株 である B 95-8
に匹敵する ほ ど の 強い 蛍光輝度を示す ピ ー ク を示した . 他 の 2
例 (C A E B V#1, #2) で は , 明 らか な ピ ー ク は 示さな い もの
の , ヒ ス トグ ラ ム 上 にE B E Rl陽性細胞集団 の存在が示唆され
た . セ ル ･ ソ 一 夕 一 によ り単離 した 細胞 を用 い た 検討 で は ,
C A E B V#2, C A E B V#3 に おい て それぞれ C D 16, T C R- γ8 陽
性細胞 に E BE R l陽性細胞 が集積して い る こ とを確認できた.
各疾患 に お ける 陽性細胞 の 平均蛍光強度 と セ ン ス ブ ロ ー プ を用
い た場合 の 平均蛍光強度の 差(△ M FI)を比較する と , 正常対照
お よびI M で は ほぼゼ ロ で あ っ た が , H L H及 び C A E B V で は
E B V腫瘍 劉包株 より は低 い が LC Lと ほ ぼ 同様 の値 が得 ら れ た .
(図12)
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Fig･ 12･ Co mparis o n of E B E Rlexpre s sio nin clin ic al sa mple s.
¶1eeXpre S Sio n of E B E Rl inv aro u sE B V-related patie nts a nd
n o r m al healthy volu nte er s w a s analyz ed byIS H/FC Mand也 e
△ M FIvalu e s w er ecompar ed. I M, in 魚ctio u s m o nucleo si;
H L H, he m ophago cyticlymphohistio cyto sis; C A E B V, Chro nic
a ctiv eE B V inftctio n.
考 察
E B V持続感染細胞で は 細胞株 に よ り感染 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 数が
異な っ て い る こ とが 以 前から知 られ て い る . Br andsn aら 30)は 核
酸ス ポ ッ ト ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り, B 95-8や R卸 その
他 の バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 由来E B V持続感染細胞株, お よ び 臍
帯血由来の L C L の感染 ウイ ル ス ゲ ノ ム 数を検討した . その 結果,
B 9 シ8 で は細胞 1個あたり約200の ウ イ ル ス ゲ ノ ム が 感染 して お
り, Raji で は約 100, L C L で は約1 であ っ た . 別 の 報告で は ,
B 95-8 における感染 ウイ ル ス ゲ ノ ム 数 は1細胞あたり約4 00 と し
て い る
31)
. さ ら に Le r n e rら32〉は , R頑細胞 1個 に お ける E B E Rl
発現が 107 コ ピ ー で あ る の に対 して , L C L で は, E BE Rl発現が
わ ずか で あ る こ と か ら , E B E R l発現量 は感染 ウイ ル ス ゲ ノ ム
数を反映して い る 可能性 を示唆 し た . そ の 後 E B E Rl発現 に関
する検討が数多く の 研究者の 手 によ っ て な さ れ , 167塩基 か ら
な る 蛋白 を コ ー ドし な い R N A であり33), La蛋 白と結合して核
に限局 して存在18) し, E B V潜伏感染状態で の 発現量 は大量だ が ,
増殖 サ イ ク ル で は ウイ ル ス ゲ ノ ム数 は増加してもE B E Rl発現
量は変わ らな い か , も しく は低下 す る と報告 さ れ てい る34). 現
在で は そ の 二 次構造 や La 蛋白結合部位も明 ら か と な っ て い る
が3 5), 転 写調節樺構36)や 機能的意義は明 ら か で はな い . しか し
大量 に党規して い る こ とか らIS H法に 利用され て い る .
本法 で も E B ERlを標的 と したIS H法を行なう こ と に よ り,
その 大量 の コ ピ ー 数 の た め 以前 の 報告 に見 られ る よ う なP C R
に よ る増幅を組 み合 わせ る 必要 なく , 簡単な手技 で E B V感染
細胞 の 検出が可能であ っ た . ま た本法で は , 従来 の ア ル カリ フ
E B E R-1 mR N A発現の フ ロ ー サ イ トメ トリ ー 解析
ァ ス フ ァ タ
ー ゼ標 識プ ロ ー ブ を用い た 方法で確認 され て い た ,
各細胞株お よ び個 々 の 細胞 の 染色性 の 違 い が 蛍光輝度の 差と し
て数値で表 わ さ れ , E B E R l陽性細胞数およ び E B E Rl発現量の
差をより客観的 に評価できる と 考え られ た･ 細胞林間 の 差異で
は, B95
-8 で最も平均蛍光輝度 が高く, E B V腫瘍細胞株で は 中
等度, L C Lで は 低い 傾向を示 した が , こ の 結果 は過去 の報告の
感染ウ イ ル ス ゲ ノ ム 数 の 遠 い と相関性が あり , 潜伏感染細胞で
は E B E Rl発現量 は ウイ ル ス ゲ ノ ム 数 を反映す る可能性が強く
示唆さ れ る .
本壊の よ うなIS H/F C Mを 用い た E B E R l陽性細胞の 検出法
は, 197年 に Cr o u chら
37)に よ っ て 培養細胞株を用い た 検討が ,
初めて 報告 され た . さ ら に同 じ年, Ju $tら
38)は , D N Aプロ ー ブ
ではなく, ペ プ チ ド核酸 beptide n u cleic a cid, P N A) プ ロ
p プ
を用い た , 本方法 と 類似 の E B V感染細胞検出法を報告 して い
る. P N A は構造 が D N A に類似 して お り, 配列特異的に D N Aま
た は R N A に核酸以上 の 高い 親和性を持 っ て結合する . さら に
E B E Rl単独で は なく E B E R2 に対す るプ ロ ー ブ を混合す る こ と
によ り, 培養細胞株 で の 検出感度を0.5 % と報告 して い る･ 彼
ら の 方法 は Cro u cb ら
37切 方 法 に比 べ , 陽性細胞 の 検出率 は高
い が 陰性細胞 の 疑陽性率が や や 高い . また培 養細胞株の み を用
い た検討 である た め , こ の よ う な高 い検出頻度をE B ERl発現
の 低い 臨床検体 の 評価 にお い て どの 程度保て るか 疑問である ･
今回の 研 究で は, 当科 お よ び 関連施設 にて 経験 した C A E B V
3例, H u I l例, IM 3セ馴こ つ い て 末梢血 リ ン パ 球 にお ける感染
細胞 の 評価を行な っ た . E B V感染症 に は さま ざまな病態があ る
が C A E B V や E B V感染 に よ る H L H が, 近 年, 予後不良の 疾患
と し て 注目 さ れ て い る . C A E BV は, 19 8 6年 Rickin s o n
39)が
C A E B V, 慢性症候性 E B V感染症 と し て 診断基準を提唱 し, 広
く知ら れ る よう に な っ た疾患 で ある . しか し こ の 診断基準 に は
重症度が反映 され ず, ま た雁病期間が 1年ある い は それ以 上必
要である こ と か ら病初期か ら重症 と な る 症例の 早期診断が で き
ない と い う欠点があ っ た . そ こで 現在で は確定診断に は ウイ ル
ス ゲ ノ ムの 証明が必須であり病歴も数 カ月で よい との 意見もあ
る40). ま た H L H は199 1年 He nte rら
41)
に よ っ て診 断の ガイ ド ラ
イ ン が提唱さ れ , 1997年Im a shuku ら
4 2)
が 本邦 の 乳児及 び小児
例 82例 に つ い て 検 討 し予 後不良 の 疾患 と報告 し て い る .
Im ashuku ら
42)の 検討 で は82例中13例 が E B Vの 初感染ま た は再
活性化であり, 一 部 の H Lf=こE B V が深く関与 して い る こ と を
示した . こ れ ら の 疾患 は 現在の と こ ろ確立 した 治療法 はなく宿
主側の 免疫異常も示唆さ れ て い る こ と か ら , ス テ ロ イ ド, エ ト
ポ シ ドな ど を主体 と した免疫化学療法
4 3)や骨髄移植も検討さ れ
て い る. い ずれ に して も, こ れ らの 疾患の 早期診断お よ び 厳重
な経過観察 が 現時点 で は 大変重要 で あ る . 今 回 検討 し た
C A E B V 3例 は い ず れ も症状軽快時の 検体を用 い て 検討 した が ,
すべ て の 症例 で E B E Rl陽性細胞が明 ら か に検出 さ れ た . フ ロ
ー サ イ ト メ ト1) 一 に よ る m R N A検出法 は簡便で特異性が高く,
末梢血リ ン パ 球 数が極端 に低値 で な けれ ば 大量 の 採血 を必要と
しない た め
, 慢性 に経過す る患者 の 経過観察に適 した方法 と考
えら れ た . ま た E B V急性感染症 にお い て , 一 般 に 治療反応性
が よく予後 の 良好 なI M で は検出感度以 下 で あ る の に村 し, 予
後不良な H L H で は E B E R l陽性細胞が検出さ れ る こ と か ら重症
例の 鑑別が で きる と考え られ る. ま た今 回の 検討で は C A E B V3
例の 内, 症例#1, # 2 が解析時ほ ぼ 無症状 であ っ た の に 対 し
症例#3 は軽度なが ら明 らか な症状 が持続 して い た . した が っ
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て症例#1, # 2 に比 べ 症例#3の E B E R l陽性細胞 に お け る蛍
光強度が 明らか に高か っ た事実は , こ の ような病勢の 遠 い を反
映 して い る可 能性が示唆 され た . 今後, 個 々 の 症例 に お ける経
時的変化や種 々 の 異 な る 病態 にお ける E B E Rl陽性細胞率や蛍
光輝度 の デ ー タ 集横 に より, E B E Rl発現量の 差が 病態や病勢
に及ぼす影響が明 らか に な る と考え られ る .
本法 により種 々 の 細胞の 検討を行なっ て い く過程 で , 以前 か
ら示唆 され て い た 同 一 細胞株 にお ける個 々 の 細胞 の 染色性 の 適
い が ヒ ス ト グ ラム にお ける E B E R l陽性細胞 の 幅広い 分布に よ
っ て 明 らか に示され た . 過去の 報告で は, 同
一 細胞株由来 の異
な っ た ク ロ
ー ン にお ける感染 ウイ ル ス ゲ ノ ム数 には か なりの差
があり, こ の 点か らは ウ イル ス ゲノ ム 数の 違い を反映 して い る
可 能性 が推察され , 耽々 の 検討で も核酸 ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン で得 ら れた ウ イ ル ス ゲノ ム 量と E B E Rl発現
量が比例関係 にあ る こ とを示唆す る デ ー タが 得 られ てい る . し
か し今回の 解析で使用 し たよ うな短期間の 経代培養細胞で潜伏
感染細胞 における感染 ウイル ス ゲ ノ ム 数 が変化す る と は考え に
くく , ま た E B E Rl発現 に閲 し, ウ イル ス 増幅サ イ ク ル に 入 っ
た細胞で の 発現増加は見られ ない と の 報告 は ある もの の , 潜伏
感染状態 での 調節機構が明らか にきれ て い な い 現在 で は, ウイ
ル ス ゲ ノ ム 数が 一 定 で あ っ て も個 々 の 細胞 にお ける E B E R l発
現量 に差 がある可 能性を完全 に否定する こ と は で きない . 今後
も, この 点を含 め た E B E R l発現調節 に関す る基礎的検討が必
要である .
現時点で は , 本法 にお ける検出可能な E B V陽性細胞比率 は ,
B 95■8 お よ び Molt4の 混合細胞浮遊液を用 い た感度検定 で は1.6
% であ っ た . しか しこ の 結果は , 個 々 の 細胞の 蛍光輝度の 高い
B9 5r8を用 い た場合 の結果であり, L C L や臨床検体 な どの 陽性
細胞比率が低く, か つ 個 々 の 細胞 の 蛍光輝度 の 低 い 検体で は検
出率 が悪 い と考え られ る . こ の 点に 関 して は, 特 に臨床応馴 こ
お い て は 欠点と な るが , プ ロ ー ブ の 標識をFIT C か らビオ ナ ン
(biotin) また は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (digo xige nin) と する こ と に よ
り , E B E Rlの シ グ ナ ル を士削扁する こ と で 解決 できる と 考え ら
れ る . ま た 本方法で用 い た固定細胞は , 2年間保存後の 解析で
も固定直後の 解析結果 と同様の 結果が得 られ 長期保存 が可 能で
ある た め , 本方法は 臨床検体の 評価法 と し て有用である･
さ ら に Cr o u ch ら
:m は, 培養細胞 を用い た 検討で , E B E Rlの
発 現 と と も に E B Vの 増 殖 サ イ ク ル 初期 に 発現す る遺伝子
B H LF-1をISIi し, フ ロ
ー サ イ トメ トリ ー に て2カ ラ ー 法で 解析
し て おり, こ れ によ り潜伏感染細胞と ウ イ ル ス 粒子複製細胞を
鑑別 できる可能性 を示 して い る. 今後さ らに他 の ウ イ ル ス 遺伝
子 と の 複数 パ ラ メ ー タ ー 解析を行 なう こ と によ り, そ の 細胞 に
お ける ウ イ ル ス の 感染様式を容易 に知 る こ と が 可 能と なる と期
待 さ れ る . 一それ と と もに ウ イ ル ス 感染細胞 の 表面抗原と の 2 カ
ラ ー 法に より簡便に感染細胞 を同定 できる可能性をも秘め て い
る . 現在C A E B Vの 病因と し て, 患者側の E B V特異的 な細胞傷
害性Tl) ン パ 球 (CytOtOXic T lympho cyte, C TU の 機 能異常の 存
在が示唆され て い る
一14)45)
. しか し, 患者 に H U 卜致 の 正 常E B V
既感染者由来 の E B V特異的C T Lを輸注 し , 患者 末梢血 中の
E B V感染細胞数 を減少させ て も病状 に著変 は見 られ なか っ た と
い う 報告46)ヰ7)が あり, ウイ ル ス 感 染細胞 の 詳細 な解析が今後も
必要である と考え られ る. こ の ような背景の 中で , 本法は手技
が簡便で , 解析結果が明確であり , 将来的に他 の 遺伝子や細胞
マ ー カ ー の 解析 と観合 わせ て解析 できる可能性を持ち, 優れた
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基礎的研究及 び臨床評価手技 とな ると 考え られ た .
結 論
IS H/F C Mを用 い た E B E R lm R N A発現 の 解析 に よ り E B V感
染細胞の 検出を試 み , 以 下 の よう な結果を得た .
1 . 培養細胞株を用い た検討 で は , 高い 特異性を持 っ て E BV
感染細胞 が検出 され た .
2 . 過去 に報告さ れ た 同様の検出法に比 べ 感受性 の 点で はや
や 劣る が , プ ロ ー ブ が直接蛍光標識 さ れ て い る た め 手技が簡便
であ っ た .
3 . 陽性細胞比率の 低 い 検体 の 評価 は , 現在 の 方法 の ままで
は 限界が ありプ ロ ー ブ の 工 夫 や 増幅法 の検討 が必要 と思 わ れ
た.
4 . 過去 の報告 は い ずれ も培養細胞株を用い た検討 の み で あ
り, 今回初 めて 臨床検体を用 い て検討した.
5 . E B V感染細胞比率の 高 い 患者で は本法 に より充分 に評価
可能であり , こ の ような患者で は経過観察 にも適した方法と考
えら れ た .
6 . 以前よ り示唆 さ れ て い た 同 ∴ 細胞株の 個 々 の細胞 にお け
る 染色性の 違 い が , 明ら か に存在 し, 細胞 の 経代培養申 に変化
する こ と が 示 され た.
以上 , 本法 は E B V感染細胞 の 検出及 び, E B E Rl発現量 の 検
討に有用な手技 であ ると 考え られ た.
本法 は , 今後 , E B E Rlと他 の ウ イ ル ス 遺伝子 や感染細胞 の
表面抗原 と の マ ル チ パ ラ メ ー タ ー 解析 の 開発に より, 簡便 に感
染 ウ イ ル ス の 状態 や 感染細胞 の 同定 が可能とな る 可肯引生があ
り, 強力な診帆 評価手段 となる と考え られ る . さ ら に , 本法
を駆使して , E B E R l発現調節機構や E B E R l発現量 の変化 の臨
床的意義を明 ら か に す る こと によ りそ の 有用性 は広 が る と考え
ら れ た.
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Abstra ct
Epstein- Barrviru s(E B V)is pre vale ntam ongthe adultpopulation and itpe rsists within the B lymphocyte sinlatentfbrm s
throughoutlife, Withinftctious m on onu cleo sis being a we11r e cognized, S elf-1imited E BV- r elated acuteinftction ･ Ho w e ve r,
in creasing nu mbers of othe rillne s s e sa r en o w kn o wn t obe ass o ciated with this partic ular herpes vir us, Su Ch as
he m ophago cyticlymphohistiocytosis(H L H), Chro nic a ctive E B V infection (C AEB V)and v a rio us malign a nt ne opla s ms,
including nasopharynge al carcino ma, Hodgkin
,
s diseas ea ndgas tric car Cino m a･ Study ofthese dise as essug ges ts that the
Cellulartargets of viral inftction andthe m odes ofthe latency ofvir us esgr e atly m odib, the pathoge ne sis of E B V- r elated
illne s s e s･ E B V-en COded sm all R N A-1(E B E R l)is expr es s ed in abu nd anC e､in virtually e v e ry cell inftct ed with E B V,
regardle s of the mode of late ncy andtherefor eitse xpression is often u sed asa s ensitiv eindicato rof E BV associatio n with
C e rtain illn es ses･ In this study, the clinic al rele vanC e Ofin situ hybridization flow cyto metric a n alysis(IS HM CM)of E B E R l
e又PreSion w as e v alu tedtoide ntifyE B V-infe ct ed c ells quantitativ ely･ Pr eliml nary eXPerim e nts sho w edthatIS HrFCM usl ng
aflu ores ce n ce-1abeledpr obefbr E B E R lmRN Ae n abled a morequ a ntitativ e evaluatio n oftheffa ction ofinfe cted c ells within
a sample population than standard IS Huslng a n alkaline phosphatas e-1abeled probe･ How e v er, thefbrm e rW a Sles s s en sitive
When the fraction ofinfected ce11s was s ma11er tha nlper ce nt･ Levels of EB E R lexpres sion varied a m ong difftr entcell lin es
and the distribution of fluor e s ce n ceinte nslty Within a sl ngle cellpopulation w a s relatively wide, indicatlng that E B ERl
expres sio nis c ontrolledby multiple m echanis m s･ Importa ntly, the viruS-infected c e11s were e asilydete ctable within periphe ral
lymphocytes fr om patie nts with H LH a nd C A E B V, but no tfrom n o rm al c o ntroIs o rpatie ntswith a c ute infe ctious
m on o n u cleo sis･ E B E R I IS H rPCM m ay se rve aS a u S efu 1to ol fbr relatively ea sy m oniton ng ofthetargetce11s a ndthe m ode s
Ofinfection in these patients･ Fur therinform atio nis expe cted to be de rived fro m a m ultipa ram ete r a nalysIS Of E B E R l
expres sion v ers u sexpressio ns ofthe diffbre ntEBV-relatedge n e sa nd the s urfa c e antlge nS Ofinfected cells .
